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Desvendando as vias de transducéo de sinal da cana-de-acdcar

A cana-de-aciicar na
era da gen6mica

esde os tempos do Brasil
coldnia até os dias de
hoje, a cultura de cana-
de-ac¢icar tem sido uma
grande fonte de riquezas
paraa economia brasileira. O Brasil é o
maior produtor de cana-de-acticar do
mundo, comuma safra de 338 milhoes
de toneladas em 2001, o que equivale

a27%da produciao mundial' . Aproxi-
madamente, 60% da colheita destina-
se a producio de dlcool e o restante
a producio de acicar, mas existe a
perspectiva de utilizar-se a cana-de-
ac¢ucar como biorreator na geracao de
energia elétrica, na producio de plas-
ticos biodegradaveis, acicares nio
caldricos e compostos quimicos de
interesse farmacéutico. A cana-de-
acucar € cultivada em 5 milhoes de
hectares distribuidos por todos os
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Figura 1 — Classes de proteinas de transducao de sinal catalogadas pelo SUCAST
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Figura 2 - Sintese de hormonios em resposta a fatores ambientais

estados brasileiros, mas € no estado
de Sao Paulo que se concentra a
maioria das lavouras, que representa
metade da producao nacional. Alago-
as, Pernambuco, Minas Gerais e Rio
de Janeiro sao também importantes
produtores contribuindo juntos com
quase 30% da safra brasileira.

O sucesso do cultivo da cana-de-
agucar se deve a utilizacio de varie-
dades obtidas através de melhora-
mento genético classico desenvolvi-
do pelos centros de pesquisa e esta-
¢oes experimentais como o Centro
de Ciéncias Agrarias da UFSCar, em
Araras, o Instituto Agronomico de
Campinas e a Copersucar. A cana-de-
acUcar atualmente cultivada € origi-
naria de um cruzamento entre Sac-
charum officinarum e Saccharum
spontaneous, que aumentou a pro-
dutividade e a resisténcia a doencas
dos clones cultivados. O mapeamen-
to genético dos cultivares mais utili-
zados esta sendo realizado (Grivet e

Arruda, 2001) porém, a selecio de
variedades mais produtivas, resisten-
tes a pragas e doengas e adaptadas a
ambientes diversos por intercruzamen-
tos € um processo demorado, que leva
de 12 a 15 anos. Como podemos
encurtar esse prazo? A gendmica aponta
o caminho. O seqiienciamento do ge-
noma de varias plantas tem facilitado e
acelerado a identificacio de genes res-
ponsaveis por qualidades desejaveis,
possibilitando a manipulacao subse-
quiente de genes de interesse através
de técnicas de genética molecular. Na
era da genOmica as manipulacoes ge-
néticas serdo dirigidas, aumentando a
eficiéncia de obtenc¢io de variedades
bem sucedidas. Essa nova revolucio
verde anuncia a obtencao de varieda-
des resistentes a multiplas doencas,
mais adaptadas e produtivas o que
deve diminuir dramaticamente as per-
das na agricultura além de permitir o
aproveitamento de solos até entao nio
utilizaveis.

Em um futuro nio muito distante,
as culturas de cana-de-ac¢ticar tam-
bém serao beneficiadas por essa re-
volucio, pois a cana-de-acicar acaba
de entrar na era gendémica com um
grande trunfo, representado pelas
250.000 ESTs geradas por 22 labora-
térios que fazem parte do projeto
SUCEST (http: // sucest. lad. ic. uni-
camp. br; Fioravanti, 2000). ESTs
(Expressed Sequence Tags ou Eti-
quetas de Sequiéncias Expressas) sao
seqliéncias de DNA que represen-
tam trechos de mRNAs (RNAs men-
sageiros que serdao traduzidos em
proteinas), revelando quais sao os
genes expressos em um tecido ou
orgao, em uma dada situacio fisiolo-
gica ou patologica. As ESTs da cana-
de-acicar nao deixam por menos e
representam milhares de genes ex-
pressos em seus diferentes 6rgaos,
como raiz, colmo, folhas, flores e
sementes, obtidos em varios estigios
de desenvolvimento e submetidos a
variacoes ambientais diversas inclu-
indo interacdes com bactérias (Vet-
tore et al., 2001). Essa informacio
preciosa estd sendo cuidadosamente
examinada por 48 laboratérios que
se dedicam a minera¢io ou prospec-
cdo de dados, o chamado data mi-
ning. E dessa forma que os genes
expressos revelados pelo projeto SU-
CEST estio sendo associados a uma
funcao no crescimento, desenvolvi-
mento, respostas a estresses e meta-
bolismo da planta. A partir dessa
andlise, essas provaveis funcoes po-
derao serassociadas a caracteristicas
desejaveis na cana, que, eventual-
mente, possam ser manipuladas para
a geracao de novas variedades.

Como é feito o data mining

No data mining pesquisamos se-
melhancas entre genes da cana-de-
acucar e genes identificados em ou-
tras plantas ou em outros organis-
mos, para designarmos uma prova-
vel fungio a esses genes, pois esti-
ma-se que 50% dos genes das plan-
tas superiores tenham uma funcio
semelhante a encontrada em outros
organismos. A garimpagem ¢ feita
sobre as 250.000 ESTs da cana-de-
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Figura 3 - Ativacio da resposta de defesa através da cascata da MAP quinase (MAPK)
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acucar que foram previamente se-
paradas, por semelhanca entre suas
sequéncias, em 43.000 grupos de
transcritos ou clusters (Pimentel &
da Silva, 2001). Durante a analise
também observamos quantas ESTs
compdem o cluster, pois, em geral,
o numero de ESTs de um certo
clusterindica, com boa confianca, o
quanto aquele gene é expresso. Além
disso, se um dado clusteré compos-
to por ESTs provenientes de um
tecido ou orgao em particular, temos
uma boa indicacio da prevaléncia
de um certo transcrito em um tecido
ou em determinada situacio fisiol6-
gica ou patologica.
Atabelalrelaciona asferramen-
tas de bioinformatica utilizadas para
inferéncia da funcio génica a partir
daanilise de seqliéncias de genese,
naturalmente, das proteinas por eles
codificadas. Invariavelmente, como
primeiro passo, pesquisamos genes

de outros organismos que sejam simi-
lares as ESTs que estamos analisando.
Alta similaridade com um gene de
funcio conhecida indica uma boa
probabilidade da EST correspondera
um gene de mesma fun¢io na cana-
de-acicar. A busca é realizada em
bancos de dados publicos, em geral,
com a ferramenta conhecida como
BLAST. Essa busca pode ser automa-
tizada e com o resultado obtido é
possivel gerar um banco de dados
onde cada EST passa a teruma prova-
vel funcio associada. Na pritica, no
entanto, a associacio de uma funcao
aum gene ou EST ndo € um processo
trivial. No caso de familias génicas
comum grande nimero de membros
(genes parilogos), pequenas dife-
renc¢as na sequéncia das proteinas,
que, codificadas por cada um dos
parilogos, podem resultar em fun-
coes distintas e somente uma andlise
detalhada dessas seqiiéncias conse-
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gue distinguir membros de subcate-
gorias. Nesses casos, além dos da-
dos gerados pelo BLAST, também é
inspecionado o alinhamento da se-
quéncia de todos os membros da
familia, o que possibilita a indexa-
caodasESTs oudos clustersde ESTs
a subfamilias e categorias génicas
especificas. Uma das ferramentas
de alinhamentos mais utilizadas é o
CLUSTAL. E desejavel que dominios
protéicos conservados sejam tam-
bém pesquisados na seqtiéncia de
aminodcidos deduzida a partir da
sequiéncia de nucleotideos de cada
um dos clustersde ESTs analisados.
Nesse caso, as buscas sio feitas em
bancos de dados de dominios de
proteinas como Pfam, PROSITE ou
InterPro. Os resultados obtidos pelo
conjunto dessas analises embasama
atribuicio de uma provavel funcio
atribuida aum gene a partir apenas
de dados do sequenciamento.



Tabela I

Ferramentas de data-mining

BLAST - algoritmo que pesquisa similaridade entre seqiéncias
CLUSTAL - algoritmo de alinhamento de seqiiéncias
PROSITE - banco de dados de familias e dominios

Pfam - banco de dados de familias e dominios

INTERPRO - banco de dados de familias e dominios

SUCAST: Minerando a Transdu-
c¢ao de Sinal da Cana de Acucar

O projeto SUCAST (do inglés Su-
gar Cane Signal Transduction) tem
como uma de suas propostas a iden-
tificacio e catalogacao de ESTs da
cana-de-actcar que estio envolvidos
em vias de transducio de sinal. Du-
rante o seu ciclo de vida, as plantas
sdo constantemente bombardeadas
por sinais ambientais e uma resposta
adequada a cada um desses sinais é
determinante para sua sobrevivéncia
e para sua produtividade maxima. A
compreensao das redes genéticas que
orquestram tais respostas, que po-
demserfisiologicas, bioquimicas, mor-
fologicas ou de desenvolvimento € o
foco de estudos recentes sobre trans-
ducio de sinal. Nesse contexto, a
investigacio dos mecanismos de in-
tegracio de todos os sinais levou a
identificacao de varios hormdnios que
agem na planta de uma maneira
tanto local quanto sistémica, alteran-
do o padrao de expressao de genes
responsaveis por efetuar as mudan-
casnecessarias emresposta aos sinais
ambientais. Em muitos casos, o me-
lhoramento genético de uma planta
implica a manipulacao de compo-
nentes que mediam a transducao de
sinais, de modo que se explorem as
redes de comunicac¢io que detectam
alteracoes do meio ambiente e que
desencadeiam mudancas no padrao
da expressio génica.

A partir da analise de genomas
completos que foram recentemente
seqlienciados como o da levedura
Saccharomyces cerevisae, da mosca
de fruta Drosophila melanogaster,
do verme Caenorhabditis eleganse
da planta Arabidopsis thaliana foi
calculado que de 7%a 15% dos genes

Referéncia

de um organismo codificam para pro-
teinas envolvidas na transducido de
sinal. Se assumirmos que os 43.000
clustersESTs da cana-de-agicar repre-
sentam, aproximadamente, o ndmero
de genes dessa planta, é razoavel infe-
rir que, pelo menos 4.000 de seus
transcritos se encontrem na categoria
de genes relacionados com a transdu-
cao de sinal (Souza etal., 2001). Utili-
zando-se as ferramentas delineadas na
Tabelal, cerca de 900 clustersde ESTs
ja foram relacionados com diferentes
vias de transducao de sinal da cana-de-
agucar e constam do catilogo do pro-
jeto SUCAST que estd disponivel no
websitehttp://sucest.lad.ic.unicamp.br/
private/mining-reports/QG/QG-
mining.htm.

Afigura 1 ilustra as diferentes clas-
ses de proteinas relacionadas com a
transducio de sinal da cana-de-actcar
codificadas pelos clustersde ESTs que
foramanalisados até o momento. Essas
classes estio relacionadas com o com-
plexo sistema de sinalizacio que as
plantas desenvolveram ao longo da
sua evolucio e que permite a sua
adaptaciao a uma vasta gama de condi-
¢coes ambientais através, principalmen-
te, da sinalizacao hormonal (para uma
revisiao sobre vias de transducio de
sinal em plantas, ver Trewavas, 2000).

Sinais, receptores e mensageiros
secundarios da cana-de-acticar

A ferramenta mais poderosa para
identificar o papel dos hormonios na
transducgio de sinais foi a identificacio
de mutantes em suas vias biossintéti-
cas. Através da utilizacao de técnicas
de genética molecular e complemen-
tacao de mutantes, muitas das enzimas
de sintese e degradacio de hormonios
foram associadas a processos de cres-

Altschul et al., 1997
Jeanmougin et al., 1998
Hofmann et al., 1999
Bateman et al., 1999
Apweiler et al., 2001

cimento, envelhecimento, desenvol-
vimento, diferenciacio, amadureci-
mento, dorméncia, resposta a feri-
mentos e defesa contra doencas. En-
tre os hormoOnios vegetais encontra-
mos o gas etileno, as giberelinas, o
acidojasmonico, o dcido abscissico e
asauxinas. Como esperado, a maioria
das enzimas que participa na biossin-
tese desses hormonios estd represen-
tada no conjunto de ESTs da cana-de-
acucar.

Acredita-se que a integracio dos
sinais ambientais durante as varias
fases do ciclo de vida da planta se dé
pela acio coordenada e simultinea
de varios hormoénios, uma vez que as
mutacdes na via de sintese de um
hormdnio alteram, em muitos casos, a
sintese de outro. A obtenc¢ao de plan-
tas transgénicas alteradas nas vias de
sintese de hormonios € de interesse
econdmico e temsido alvo de intensa
pesquisa. Como esquematizado na
figura 2, os sinais ambientais podem
ser ferimentos, peptideos, produtos
derivados de microorganismos e pa-
tégenos, além de outros agentes do
meio ambiente como luz, gravidade,
temperatura, vento, 4gua, nutrientes
e minerais do solo.

A maioria da recep¢ido de sinais
ocorre na da membrana celular, mas
existem alguns exemplos de recep-
tores intracelulares como os fotore-
ceptores que regulam o ritmo circadi-
ano. Os receptores comumente en-
contrados sdo receptores ligados a
proteinas G, ligados a canaisdefonse
os que possuem atividade enzimati-
ca. Essa ultima categoria € a mais
freqiiente na cana-de-acucar, sendo
principalmente representada pelos
receptores com atividade de proteina
quinase (atividade enzimatica respon-
savel pela fosforilacao de certos resi-
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duos de aminoicidos em substratos
protéicos). O catilogo SUCAST rela-
ciona clusters de ESTs de, pelo
menos, 200 receptores, sendo, apro-
ximadamente, 10% do tipo histidina
quinase (fosforilam residuos de his-
tidina) e 50% do tipo serina/treonina
quinase (fosforilam residuos de seri-
na ou treonina). Uma andlise mais
detalhada dos dominios das protei-
nas codificadas por essas ESTs reve-
lou, nesse segundo grupo, uma subfa-
milia numerosa que contem domini-
os ricos em leucina chamados LRR
(do inglés, Leucine Rich Repeat).
Essa classe de receptores constituia
base molecular do reconhecimento
de patogenos pelos genes R de
resisténcia a doencas onde o domi-
nio LRR seria responsavel pela me-
diacao de interacoes entre protei-
nas. Dominios LRR também sao en-
contrados em receptores do tipo
CLAVATAL1 e ERECTA, que regulam
o crescimento do meristema.

As informacoes recebidas pelos
receptores extracelulares sdo trans-
mitidas para alvos intracelulares atra-
vés dos chamados mensageiros se-
cundarios, que, em geral, sA0 molé-
culas difusiveis. Mensageiros secun-
darios da familia do fosfatidilinositol
estdo presentes na cana, uma vez
que as ESTs que codificam as enzi-
mas da via de sintese dessas molé-
culas foram detectadas. Também
identificamos ESTs relacionadas com
o metabolismo do ion cilcio, como
canais de calcio, calmodulina, calre-
ticulina e calnexina, sugerindo que
esse importante mensageiro secun-
dario é ativo na transmissio de sinais
na cana-de-agcicar. Nas plantas, o
calcio € um sinal proeminente e as
interacoes intracelulares reguladas
por esse cation sio bastante com-
plexas. Mudangas nos niveis de cal-
cio mediadas por canais de célcio
estdo associadas com o inicio de
algumas respostas, como o fecha-
mento de estdmatos, re-orientacio
do crescimento do tubo do pdlen e
aumento da espessura da parede
em resposta a0 vento.

Por outro lado, mensageiros se-
cunddrios relevantes para outros or-
ganismos, como CAMP, cGMP e cA-
DPr, parecem ndo estar presentes

em plantas e tampouco na cana-de-
acucar, pois nao verificamos a presen-
ca de ESTs que codificam proteinas
relacionadas ao metabolismo destes
nucleotideos entre o conjunto de ESTs
sequenciados no projeto SUCEST.

A sintese de mensageiros secun-
darios ap6s a ativacio de certos tipos
de receptores é mediada por um trio
de subunidades protéicas (a, B e y)
conhecido como proteina G (porque
se associa ao nucleotideo GTP), e
também por proteinas capazes de
hidrolizar esse nucleotideo, as chama-
das GTPases pequenas. O processo de
acoplamento e ativacio dessas ultimas
¢ finamente regulado por proteinas
acessorias, chamadas de GAPs, GEFs e
GDIs, que funcionam como ativado-
res, dissociadores e inibidores da ativi-
dade GTPasica. Todos esses elemen-
tos estio codificados por ESTs da cana-
de-actcar e foram catalogados no pro-
jeto SUCAST, incluindo exemplos das
trés subunidades das proteinas G (a, 3
ey) etodas as classes de uma enorme
familia de GTPases pequenas, além
dos seus respectivos GAPs e GDIs

Proteinas quinases, fosfatases
e fatores de transcriciao

A grande maioria das vias de trans-
ducaode sinal engloba uma cascata de
eventos de fosforilacio e desfosforila-
cio de proteinas catalisadas pelas pro-
teinas quinases e proteinas fosfatases,
respectivamente. A ativacio dessas
cascatas de fosforilacao media respos-
tas a estimulos distintos, como luz,
agressao por patogenos, reguladores
de crescimento, estresses variados e
deprivacio de nutrientes, que sio per-
cebidos por receptores, como descrito
anteriormente. Centenas de proteinas
quinases e dezenas de proteinas fosfa-
tases distintas estio representadas en-
tre os clusters de ESTs da cana-de-
acucar, demonstrando que a fosforila-
¢ao reversivel de proteinas ¢ um me-
canismo de regulacio importante tam-
bém nessa planta. Entre as cascatas de
fosforilacao que ocorrem na cana-de-
acgucar, destacamos a via da MAP qui-
nase, que € uma das mais conhecidas
em plantas e representa um exemplo
classico de cascata de fosforilacio. O
modulo bdsico da cascata € constituido
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de trés quinases chamadas MAPK,
MAPKK (ou MEK) e MAPKKK (ou
MEKK). Ao menos oito MAPKs fo-
ram identificadas entre os clustersde
ESTs da cana-de-acucar. Esta postu-
lado que sinais extracelulares, como
os indicados na Figura 3, sio capta-
dos por receptores, na sua maioria
ainda desconhecidos, levando a ati-
vacao da MAPKKK, que, fosforila a
MAPKK, que, por sua vez, fosforila a
MAPK. Esta Gltima proteina quinase
provoca ativacio da transcricio de
genes de defesa e protecao a estres-
ses, por exemplo. Além da ativaciao
verificada diretamente sobre a ativi-
dade de proteina quinase dessas
enzimas, foi verificado que os genes
que as codificam tem a transcricao
ativada em resposta a varios sinais e
patégenos, conferindo resisténcia sis-
témica a doencas.

Atransducio do sinal extracelular
culmina com mudancgas no padrao
de expressio de genes que codifi-
cam proteinas executoras da acio
final que, em Gltima instncia, sio as
responsaveis pelas mudancas fisio-
l6gicas necessarias para os processos
de adaptacio, defesa, crescimento
ou desenvolvimento em resposta
aos distintos estimulos. A transcricio
génica ¢ regulada por fatores de
transcricao divididos em familias, de
acordo com os dominios protéicos
caracteristicos. Os mais comuns sao
os fatores de transcricao do tipo
hélice-volta-hélice, com ziperes ba-
sicos de leucina, com dedos de zinco
e com motivos HMG (do inglés,
high-mobility group). Duzentos e
cinquenta fatores de transcricao fo-
ram identificados até o momento
entre os clustersde ESTs da cana-de-
acucar, incluindo um grande nimero
de genes homedticos que codificam
fatores do tipo hélice-volta-hélice e
atuam como mestres na regula¢ao
do desenvolvimento.

Como a gendmica pode
contribuir para o melhora-
mento da cana-de-acicar?

A quantidade de informacao ge-
rada por um projeto da magnitude
do SUCEST ¢ imensa e projetos de
prospeccido de dados, como o SU-



CAST, sdo essenciais para que as
informacoes relevantes para a pes-
quisa bésica e para o melhoramento
da cana-de-ac¢icar possam ser ex-
traidas. O SUCAST tem como uma
de suas metas a organizacdo de
todas as informacdes da estrutura e
da funcio de genes e proteinas que
compdem e regulam as vias de
transducao de sinal da cana-de-acu-
car, em um banco de dados que
facilite futuras analises funcionais.
Para essas andlises, o projeto pre-
tende incluir dados sobre a expres-
sao dessa categoria de genes e que
serao obtidos através da tecnologia
de microarrays de DNA em lami-
nas de vidro (chipsde DNA). Utili-
zando essa tecnologia, serd possi-
vel investigar o perfil da expressao
dos genes relacionados coma trans-
ducio de sinal em resposta a sinais
ambientais variados, tais como es-
tresses bidticos ou abidticos, além
da comparagio da expressao desse
conjunto de genes entre varieda-
des de cana-acicar de interesse
agricola.

Além dos genes descritos neste
artigo, outros projetos de data mi-
ning, que sio parte do projeto
SUCEST, ja identificaram genes en-
volvidos na resisténcia a pragas,
estresses diversos, metabolismo de
acucares, absorcio de nutrientes,
regulacio do ciclo celular, assimila-
caode nitrogénio, tolerancia ao alu-
minio e desenvolvimento da plan-
ta. A comparacio do padrao de
expressao desses genes com aque-
les relacionados com a transducao
de sinal, e que relatamos aqui, for-
necera pistas diretas sobre quais os
modulos de sinalizagio € que regu-
lam os processos fisiolégicos e pa-
tologicos relevantes para a biologia
da cana-de-acicar. Ademais, apro-
ximadamente, 46% das ESTs da
cana-de-acucar geradas pelo SU-
CEST nao estao descritas em bases
de dados publicas. Essas sequiéncias
sdo inéditas e correspondem a ge-
nes ainda completamente desco-
nhecidos! A engenharia genética da
cana-de-acucar e de outras grami-
neas tem, portanto, um futuro ga-
rantido e promissor. As informacdes

derivadas da anilise das 250.000 ESTs
da cana-de-ac¢ticar somadasaos dados
de sequienciamento de ESTs e geno-
ma do arroz e do milho, que estio
sendo gradualmente disponibilizados,
compdem uma base sélida para a
elucidacao dos mecanismos de defe-
sa, de adaptacao a solos e de cresci-
mento dessas plantas em regides de
cultivo diferenciadas.

Informacoes adicionais

Detalhes sobre o trabalho de data
mining do projeto SUCAST podem
ser encontrados em Souza etal., 2001
e nos seguintes enderecos:

SUCAST: http://sucest .lad.ic.
unicamp.br/ private/mining-reports/
QG/QG-mining.htm

SUCEST: http://sucest. lad. ic. uni-
camp. br
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